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摘要　目的　探究内质网应激在高脂诱导的脂肪肝发生发展中的作用。方法　果蝇模型及小鼠模型分为普通饲料组（对照
组）、高脂饲料组（高脂组）；ＨｅｐＧ２细胞模型分为ＤＭＥＭ诱导组（对照组）、棕榈酸（ＰＡ）诱导组（高脂组）。拍照观察果蝇三龄
幼虫脂肪体大小，ＨＥ及油红 Ｏ染色观察小鼠肝脏及 ＨｅｐＧ２细胞脂肪变性情况。实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）及蛋白质印迹
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分析转录激活因子６（ＡＴＦ６）、重链结合蛋白 （Ｂｉｐ）和Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白（ＣＨＯＰ）在上述对照组与高脂组的果蝇
幼虫、小鼠肝脏组织及ＨｅｐＧ２细胞中的表达水平。结果　果蝇模型中，与对照组相比，高脂组果蝇的脂肪体明显增大，脂肪储
存增加；油红染色证实高脂组的小鼠肝脏及ＰＡ诱导的ＨｅｐＧ２细胞脂滴形成以及空泡化。高脂组的果蝇幼虫、小鼠肝脏及ＰＡ
诱导的ＨｅｐＧ２细胞中均发现ＡＴＦ６、Ｂｉｐ和ＣＨＯＰ表达水平较各自对照组升高（均Ｐ＜００５）。结论　高脂饲料可能通过激活
内质网应激诱导肝脏脂肪变性发生发展。
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　　代谢障碍相关性脂肪变性肝病（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｄｙｓ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｔｅａｔｏｔｉｃｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＭＡＳＬＤ）是
一组以伴有心血管危险因素的肝脏脂肪变性疾病，

包括：肝脂肪变性、脂肪变性性肝炎、肝纤维化及肝

硬化，甚至发展成肝细胞肝癌［１－２］。ＭＡＳＬＤ患病率
逐年上升，在中国大约为３２５％，严重威胁人类健
康［３］。研究［４－５］表明肝细胞中过多的脂质积累会改

变其内质网脂质成分、影响蛋白质内质网中的合成，

进而诱导内质网应激，提示内质网应激可能参与

ＭＡＳＬＤ的发生发展，但其发病机制仍不十分清楚。
果蝇是常见的模式动物之一，其基因与人类具有高

达７４％的同源性，其体内与哺乳动物有着高度相似
的能量代谢平衡机制，逐渐成为研究代谢性疾病的

良好模型。脂肪体是果蝇体内的重要组织，果蝇幼

虫体内的脂肪体负责能量的储存和利用，参与营养

物质代谢并储存大量糖原和脂质，与人类肝脏功能

相似［６－７］。该研究通过高脂饲养果蝇幼虫、小鼠及

棕榈酸（ｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ，ＰＡ）诱导的ＨｅｐＧ２细胞，初步

探讨内质网应激在高脂诱导的果蝇和小鼠脂肪变性

发生发展中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　野生型黑腹果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ
ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）ｗ１１１８在果蝇培养箱中培养繁殖，培养
温度（２５±１）℃、相对湿度６０％ ～７０％。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠在ＳＰＦ级动物房内饲养与繁殖，饲养温度１８～
２２℃，相对湿度４０％ ～７０％，明暗循环１２ｈ／１２ｈ，
自由进食和饮水。

１．１．２　主要材料和试剂　果蝇饲养用干酵母粉购
自安琪酵母股份有限公司；椰子油购自上海阿拉丁

生化科技股份有限公司（货号：８００１３１８）；油红 Ｏ
购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ（货号：１３２００６５）公司；ＰＡ
购自美国 ＭＣＥ公司（货号：ＨＹＮ０８３０）。逆转录
ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＲＴＰＣＲ）试剂盒和实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＰＣＲ）试剂盒购
自日本 Ｔａｋａｒａ生物公司（货号：９１０９０３６８２０）；
ＰＶＤＦ 膜 购 自 美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司 （货 号：

ＩＳＥＱ０００１０）；ＴＲＩｚｏｌ试剂（货号：１５５９６０１８ＣＮ）、ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒（货号：２３２２７）、ＥＣＬ化学发光试剂
盒（货号：３４５７７）、转录激活因子 ６（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎ
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ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ６，ＡＴＦ６）（货号：ＰＡ５２０２１６；浓度１∶
４００）、重链结合蛋白（ｈｅａｖｙｃｈａｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｂｉｐ）（货号：ＰＡ１０１４Ａ；浓度１∶５００）和Ｃ／ＥＢＰ同源
蛋白（ｔｈｅＣ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）（货号：
ＰＡ５１０２３０５；浓度１∶５００）第一抗体、辣根过氧化物
酶（ＨＲＰ）标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ（货号：３１４３０；浓度
１∶５００００）和ＨＲＰ标记山羊抗兔ＩｇＧ（货号：３１４６０；
浓度１∶５００００）购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司；βａｃｔｉｎ第一抗体购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司（货号：８４５７；浓度１∶１０００）。
１．２　方法
１．２．１　果蝇高脂模型　１０只雄性果蝇和２０只处
女果蝇随机分配为对照组和高脂组，每组５只雄性
果蝇和１０只处女果蝇，将每组果蝇分装至培养管
中，培养管底部放置培养基，对照组给予正常培养基

（每升含玉米粉 ８５５ｇ、琼脂 ６６５ｇ、干酵母粉
２０２５ｇ、蔗糖 ９２１０ｇ、黄豆粉 １１７２ｇ、丙酸 ６５
ｍｌ）；高脂组给予高脂培养基（椰子油培养基：在正
常培养基基础上添加１０％的椰子油）。培养管放置
于智能果蝇培养箱中培养１０ｄ时间，培养基中会出
现果蝇幼虫，之后果蝇幼虫会陆续向培养管壁上攀

爬，此时在培养管壁上攀爬的果蝇幼虫即为三龄幼

虫，将其用金属镊子小心取下，用 ＰＢＳ清洗３遍，显
微镜拍照后置于１５ｍｌＥＰ管中放入－８０℃冰箱中
保存备用。

１．２．２　小鼠高脂模型　８周龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄鼠分为
对照组和高脂组两组，每组５只，分别给予普通饲料
和高脂饲料饲养，每天观察精神状态、活动情况等。

饲养２７周后，水合氯醛腹腔注射麻醉后，取肝脏组
织，ＯＣＴ包埋或液氮速冻后保存于－８０℃冰箱。动
物实验经安徽医科大学实验动物伦理委员会批准

（批号：２０２０１１０２）。
１．２．３　高脂细胞模型　处于对数生长期的 ＨｅｐＧ２

细胞用０２５％胰酶消化后种植于已放入无菌盖玻
片２４孔板上，贴壁生长２４ｈ，换成无血清的培养基
饥饿２４ｈ后，用含０５ｍｍｏｌ／ＬＰＡ的完全培养基处
理细胞２４ｈ。
１．２．４　小鼠肝脏及 ＰＡ处理的 ＨｅｐＧ２细胞油红 Ｏ
染色　取ＯＣＴ包埋的肝脏进行冷冻切片，或 ＰＡ处
理的各组 ＨｅｐＧ２细胞爬片，４％多聚甲醛固定 ３０
ｍｉｎ，６０％的异丙醇中浸泡后用油红 Ｏ工作液进行
染色５～１０ｍｉｎ，然后用６０％的异丙醇分色后蒸馏
水进行漂洗，苏木精复染和盐酸乙醇分化并经蒸馏

水反蓝后封片，镜下观察并拍照。

１．２．５　ｑＰＣＲ检测内质网应激相关基因表达水平　
ＴＲＩｚｏｌ提取各组果蝇三龄幼虫及 ＰＡ处理的 ＨｅｐＧ２
的总ＲＮＡ，反转录为ｃＤＮＡ后采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法进
行ｑＰＣＲ分析目的基因ｍＲＮＡ水平表达。反应体系
为１０μｌ，其中ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ５０μｌ，上下游
引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０４μｌ，ｃＤＮＡ２０μｌ，无酶
ＤＥＰＣ水２２μｌ。反应条件为：９５℃预变性 ３ｍｉｎ
后进入循环：９５℃变性１０ｓ，５５℃反应３０ｓ，扩增３８
个循环，每组设３个复孔，采用２－ΔΔＣＴ法分析各基因
相对表达量。引物由上海生工生物工程股份有限公

司合成，果蝇、小鼠及ＨｅｐＧ２细胞引物序列见表１。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测内质网应激相关蛋白表达
水平　取新鲜冻存的肝脏组织及 ＰＡ处理的各组
ＨｅｐＧ２细胞，加入 ＲＩＰＡ蛋白裂解液匀浆并充分裂
解后４℃冷冻离心机离心，取上清液用ＢＣＡ法定量
总蛋白，进行蛋白定量。按比例加入蛋白上样缓冲

液并煮沸 １０ｍｉｎ后，取等量总蛋白样品行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，转移至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶封闭２
ｈ后放入一抗４℃孵育过夜，洗涤后放入 ＨＲＰ标记
二抗中室温孵育２ｈ，洗膜并用 ＥＣＬ化学发光试剂
显影曝光。

１．３　统计学处理　实验结果至少重复３次，数据均

表１　ｑＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ．１　ｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｓ
ｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ Ｍｉｃｅ ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
ＡＴＦ６ Ｆ：ＡＡＣＧＴＡＡＴＴＣＣＡＣＧＧＡＡＧＣＣＣＡＡＣＡ Ｆ：ＧＴＣＣＧＧＴＴＣＴＴＣＣＴＣＡＴＧＧＡ Ｆ：ＡＧＴＧＴＧＡＧＣＣＣＴＧＣＡＡＡＴＣＡ

Ｒ：ＧＣＧＡＣＧＧＴＡＧＣＴＴＧＡＴＴＴＣＴＡＧＡＧＣＣ Ｒ：ＴＧＧＡＧＴＣＡＧＴＣＣＡＴＧＴＴＣＴＧＴＴ Ｒ：ＴＣＡＣＴＣＣＣＴＧＡＧＴＴＣＣＴＧＡＴＡＣ
ＢｉＰ Ｆ：ＧＣＴＡＴＴＧＣＣＴＡＣＧＧＴＣＴＧＧＡ Ｆ：ＧＴＧＴＧＴＧＡＧＡＣＣＡＧＡＡＣＣＧＴ Ｆ：ＴＣＴＴＧＣＣＧＴＴＣＡＡＧＧＴＧＧＴＴ

Ｒ：ＣＡＴＣＡＣＡＣＧＣＴＧＡＴＣＧＡＡＧＴ Ｒ：ＡＡＣＡＣＡＣＣＧＡＣＧＣＡＧＧＡＡＴＡ Ｒ：ＴＣＴＴＴＧＧＴＴＧＣＴＴＧＧＣＧＴＴＧ
ＣＨＯＰ Ｆ：ＧＣＡＣＣＴＣＣＣＡＧＡＧＣＣＣＴＣＡＣＴＣＴＣＣ Ｆ：ＡＡＣＣＴＧＡＧＧＡＧＡＧＡＧＡＡＣＣＴＧＧ Ｆ：ＡＣＣＴＣＣＴＧＧＡＡＡＴＧＡＡＧＡＧＧＡＡＧ

Ｒ：ＧＴＣＴＡＣＴＣＣＡＡＧＣＣＴＴＣＣＣＣＣＴＧＣＧ Ｒ：ＡＴＧＴＧＣＧＴＧＴＧＡＣＣＴＣＴＧＴＴ Ｒ：ＴＣＣＴＧＣＴＴＧＡＧＣＣＧＴＴＣＡＴＴ
Ｂｅｔａａｃｔｉｎ Ｆ：ＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧＧＴＴＡＴ Ｆ：ＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＴ Ｆ：ＣＣＡＣＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣＡＴＣ

Ｒ：ＡＧＴＡＣＴＴＧＣＧＣＴＣＴＧＧＣＧＧ Ｒ：ＧＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡＧＣＴＣＡＧ Ｒ：ＡＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣ
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采用软件 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０对结果进行统计学分
析。两组均数的比较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　高脂饮食诱导果蝇三龄幼虫体内脂肪体增生
　高脂饲养繁殖并收集果蝇三龄幼虫，从图１Ａ可
见，高脂模型组果蝇三龄幼虫虫体和体内的脂肪体

均较对照组明显增大。ｑＰＣＲ结果显示：与对照组
比较，模型组果蝇三龄幼虫体内ＡＴＦ６、Ｂｉｐ和ＣＨＯＰ
的ｍＲＮＡ水平升高，其相对表达量分别约为对照组
的５５、７６、３８倍，差异有统计学意义 （图１Ｂ）。

图１　高脂诱导果蝇三龄幼虫体内脂肪体增生

及内质网应激相关蛋白表达
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５）；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｏｒｉｄｉｎａｒｙｆｅｅｄｇｒｏｕｐ．

２．２　高脂饮食促进小鼠肝脏脂肪沉积　肝脏组织
切片油红ＯＡ染色显示，高脂喂养小鼠肝脏细胞中

出现脂肪变性、脂滴形成以及空泡化，提示高脂饮食

可以诱导脂肪性肝病（图 ２Ａ）。ｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ分析内质网应激相关蛋白ｍＲＮＡ表达及蛋白质
表达水平，结果显示，与正常饮食对照小鼠比较，

Ｂｉｐ、ＣＨＯＰ和 ＡＴＦ６在高脂小鼠肝脏中表达均升高
（图２Ｂ、Ｃ）。

图２　小鼠肝脏组织油红染色、ｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析结果
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２．３　ＰＡ诱导 ＨｅｐＧ２细胞中脂质累积　ＰＡ处理
ＨｅｐＧ２２４ｈ后，ＰＡ处理 ＨｅｐＧ２细胞中油红组染色
的红色脂肪成分显著增加，而对照组仅轻度着色，提

示ＰＡ诱导ＨｅｐＧ２细胞脂肪变性（图３Ａ）。提取各
组ＨｅｐＧ２细胞总 ＲＮＡ及总蛋白，ｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ分析内质网应激提示升高（图２Ｂ、Ｃ）。
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图３　ＨｅｐＧ２细胞油红Ｑ染色、ｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析结果
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３　讨论

　　ＭＡＳＬＤ患病率逐年上升，是中国乃至全球较为
严重的公共卫生安全问题之一，在中青年人群中发

病率较高［８］。ＭＡＳＬＤ发病原因复杂，在遗传和环境
因素共同作用下，肝脏脂质成分含量增加和毒性脂

质累积，诱导炎症反应，引起肝脏纤维化、肝细胞坏

死与再生，导致肝硬化甚至肝细胞肝癌［９］。并逐渐

成为肝移植的重要原因以及肝脏相关疾病死亡的主

要原因［１０］。本研究通过果蝇模型、小鼠模型及

ＨｅｐＧ２细胞探究脂肪肝发病的可能分子机制。
　　该研究中高脂饲养的果蝇三龄幼虫虫体和脂肪

体的体积增大，高脂饲养的小鼠肝脏出现明显脂肪

变性和脂质沉积，ＰＡ可以诱导 ＨｅｐＧ２细胞脂肪变
性发生，表明高脂导致细胞脂肪变性而诱导脂肪肝

发生。研究［１１］表明高脂饮食会导致肝脏细胞中毒

性脂质成分增加，诱导内质网应激及炎症因子释放，

引起炎症反应，导致细胞损伤和脂质沉积，参与肝细

胞脂肪变性和脂肪肝的发生。与本研究结果一致。

ＡＴＦ６通路为内质网应激的一条经典途径，在非应激
状态下，与ＢＩＰ形成稳定的复合物，通过ＢＩＰ对ＧＬＳ
的抑制作用而停留在内质网上［１２］。当内质网应激

发生，内质网腔内未折叠蛋白聚集能够使 ＡＴＦ６蛋
白与 ＢＩＰ分离，ＢＩＰ对 ＧＬＳ抑制作用的解除导致
ＡＴＦ６转移到高尔基体，由高尔基体蛋白酶对该分子
进行切割，产生ＡＴＦ６（ｐ５０）小片段［１３］。该小片段可

进入真核生物细胞核内促进未折叠蛋白反应靶分子

ＢＩＰ和ＣＨＯＰ等基因的转录，抑制脂肪酸 β氧化和
脂蛋白分泌等［１４］；同时，ＣＨＯＰ蛋白能够诱导凋亡
相关蛋白表达促进细胞凋亡［１５］。以上内质网应激

途径的激活引起脂质沉积、肝细胞炎症，进而引起肝

细胞脂肪变性、肝纤维化甚至肝癌［１６］。
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